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[From equivalent EP0569272A1] Process for the amplification of 
RNA, comprising the steps of denaturing the RNA by heating a 
solution containing it, synthesizing a first strand of cDNA from an 
appropriate primer in the presence of a reverse transcriptase, 
denaturing the heteroduplex formed, synthesizing the second strand 
of cDNA from a second primer in the presence of DNA polymerase, 
and then subjecting the cDNA obtained to a sufficient number of 
amplification cycles. By virtue of the discovery that certain reverse 
transcriptases which are not reputed thermostable are capable, 
when they are used in sufficient quantity, of withstanding a 
treatment of denaturation of RNA by heat, at a temperature greater 
than or equal to 6O0C, and even to be able to function, after this 
treatment, at high temperatures corresponding to sufficiently 
discriminating conditions, this process is characterised by the fact 
that the said RNA solution contains from the beginning, all the 
reagents and solvents necessary for the said steps and that all the 
steps are carried out In the same vessel without addition of 
reagents or solvents. It is thus possible to carry out the procedure, 
under satisfactory conditions, in a single handling step, thereby 
avoiding especially risk of contamination. Application especially to 
the diagnosis of bacterial or viral infections, and of genetic 
disorders, as well as to cell typing. 
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Show all claims of RNA contained or likely to be contained in a sample, the said 
RNA containing or likely to contain secondary structures, 
comprising the steps consisting in: 



• - obtaining a starting solution containing the RNA of the said 
sample In a suitable buffer, 

• - denaturing the RNA contained in the said solution by 
heating, 

• - treating the solution obtained, containing the denatured 
RNA, with a first oligonucleotide primer capable of 
hybridizing with the said RNA in the vicinity of the 3' end of 
the said specific sequence, under conditions permitting 
hybridization of the said first primer followed by the synthesis 
of a first DNA strand complementary (cDNA) to the RNA 
sequence to be amplified, in the presence of a sufficient 
quantity of an enzyme system having reverse transcriptase 
activity in the said buffer, 

• - denaturing the RNA-cDNA heteroduplex formed, and 
treating the solution obtained with a second oligonucleotide 
primer capable of hybridizing with a sequence situated in the 
vicinity of the 3' end of the said first complementary DNA 
strand, under conditions permitting hybridization of the said 
second primer followed by the synthesis of the second cDNA 
strand, in the presence of a second, heat-stable enzyme 
system having DNA polymerase activity in the same buffer, 

• - and in subjecting the cDNA obtained to a sufficient number 
of amplification cycles to obtain the desired degree of 
amplification, 



characterized in that the said solution contains, right from the 
start, all the reactants and solvents needed for the said steps, in 
that all the steps are performed in the same container and without 
addition of reactants or solvents, in that the said heating is 
employed under conditions of temperature and duration which are 
sufficient to effect the said denaturation and in that the said enzyme 
system having reverse transcriptase activity is a selected enzyme 
system which is capable of withstanding the said conditions of 
temperature and duration. 
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Description 

L'invention a pour objet un prcx6d6 d'amplification d'acide ribonucl^ique (ARN), dans lequel tous les ingredients 
ndcessaires aux diverses reactions sont introduits dans la solution de depart. Tensemble des 6tapes dtant effectud 
5 dans un mSme conteneur et sans ajout ultdrleur d'aucun Ingredient. On peut arnsi op6rer dans un conteneur fermd 
pendant toute la durde des operations, et done r^duire les risques de contamination accidentelle et les risques d'erreur 
de manipulation. 

On sail actueilement amplifier une sequence d'ADN, sans qu'il soit n6cessaire de la doner dans une cellule-hote. 
La technique la plus connue dans ce domaine est celle dite d'amplification en chaine par polymerase, souvent designee 
10 par le sigle PGR, decrite par exemple dans les brevets US 4.683.195 et 4.683.202. 

methode d'amplification PGR peut §tre combinee k une etape prealable de transcription reverse pour amplifier, 
sous la forme d'ADN, une sequence d'ARN. 

La reaction d'amplification en chaTne par polymerase coupiee d la transcription reverse (souvent designee en 
abrege par le sigle RT-PGR) est maintenant targement utilisee pour suivre I'expression des genes au niveau des ARN 
IS messagers (ARNm) ainsi que pour le clonage direct de sequences codantes. 

La reaction d'amplification en chaTne par polymerase coupiee ^ la transcription reverse consiste done k r6aliser 
la synthase d'un premier brin d'ADN compl6mentaire (ADNc) k I'aide d'une transcriptase reverse, k d6naturer I'hete- 
roduplex ARN-ADNc form6. k synthetiser un second brin d'ADNc, complementaire du premier brin, sous Taction d'une 
ADN polymerase, puis k soumettre I'ADNc double brin obtenu k une amplification en chaTne par polymerase, selon 
20 les methodes connues, qui consistent en une serie de reactions successives de denaturatlon de I'ADN double-brin 
suivie de sa replication sous Taction d'une ADN polymerase. 

Plus precisement, la synthese du premier brin d'ADNc est realisee k I'aide de nucleosides triphosphates, par 
elongation d'une amorce oligonucieotidique sous Taction d'une transcriptase reverse. La copie de la matrice d'ARN 
etant effectuee dans le sens 3' -> 5' de la matrice, Tamorce oligonucieotidique doit Stre capable de s'hybrider avec une 
25 sequence situee au voisinage de Textremite 3' de TARN k copier. Pour cette raison, I'amorce utilisee lors de Toperation 
de transcription reverse est appeiee amorce 3'. 

Pour realiser la synthese du second brin d'ADN complementaire. on procede par synthese du produit d'eiongation 
d'une seconde amorce capable de s'hybrider avec une sequence voisine de Textremite 3' du premier brin d'ADNc. 
Autrement dit, la seconde amorce doit §tre identique k une sequence voisine de Textremite 5* de TARN de depart, ou 
30 doit etre suffisamment homologue d'une telle sequence pour pouvoir s'hybrider avec ladite sequence du premier brin 
d'ADNc. Pour cette raison, cette seconde amorce est appeiee amorce 5'. 
Les deux amorces encadrent done la sequence k amplifier. 

La reaction de RT-PCR comporte, independamment de la methodologie utilisee, plusieurs etapes reaetionnelles 
successives, k savoir la denaturation de I'ARN, Thybridation de Tamorce 3' sur TARN, la synthese d'un premier brin 

35 d'ADNc k Taide d'une enzyme pr6sentant une aetivite ADN polymerase ARN-dependante (ou transcriptase reverse), 
la denaturation de Theteroduplex ARN-ADNc forme, I'hybridation de Tamorce 5' sur le premier brin d'ADNc. la synthese 
du second brin d'ADNc k Taide d'une enzyme presentant une aetivite ADN polymerase ADN-dependante, puis ta suc- 
cession des reactions d'amplification par denaturation de TADN double-brin, hybridatbn des amorces 3' et 5' avec le 
brin dont elles sont respectivement compiementaires et synthese des seconds brins d'ADN par elongation k partir des 

40 amorces. 

La methode RT-PCR est tres sensible. Cette grande sensibilite est d'ailleurs souvent k Torigine de r6sultats "faux- 
positifs" provoques par des traces residuelles d'ADN genomique dans les preparations d'ARNm. Pour des raisons 
analogues, it est tres important d'eviter Tintroduction accidentelle de sequences contamlnantes. II est done souhaitable 
de reduire au maximum les risques de contamination pendant la suite de reactions constituant Tamplification en chaTne. 
45 Toutefois, suivant la methodologie utilisee, diverses manipulations peuvent etre requises lors de la reaction, accroissant 
le risque d'introduction de sequences contamlnantes. 

Dans sa mise en oeuvre la moins eiaboree, la methode RT-PGR comporte trois etapes, k savoir : 

1) la denaturation de TARN par chauffage ; 
so 2) la synthese du premier brin d'ADNc dans un tampon contenant, outre des nucleotides triphosphates, I'amorce 

3' et une transcriptase reverse ; et 

3) la synthese du second brin d'ADNc par addition de Tamorce 5' et d'une ADN polymerases, suivie de la suite de 
reactions d'amplification par PGR ; voir par exemple Stefan SCHWARTZ, Journal of Virology, Vol.64, n**6, Juin 
1990, pp.251 9-259 

55 

Dans le but de simplifier la methode et de reduire le nombre des manipulations, une methode simplifiee a ete 
decrite. basee sur la decouverte d'un tampon commun pour la transcriptase reverse et pour TADN polymerase Taq. 
Cette methode simplifiee consiste : 1) ^ denaturer TARN en solution aqueuse, les deux amorces 3' et 5' etant dej^ 
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pr6senles, et 2) ^ ajouter k la solution aqueuse les ingredients du tampon, la transcriptase reverse et I'ADN polymerase. 
Ensurte, sans ajout ultdrleur de r6actif, des operations successives de synthase du premier brin d'ADNc. de d6natu- 
ratlon du duplex ARN-ADNc, de synthase du second brin d'ADNc et de cycles d'ampliflcation son! mises en oeuvre 
aux diverses temperatures appropriees; voir notamment C. GOBLET et al.. Nucl. Acids Res., 17(5). 2144 (1989). 

5 Cette methode est appeiee improprement "methode en une 6tape" ators qu'en fait, comme on vient de le voir, elle en 
comporte deux, puisque la reaction de ddnaturatlon et d'hybridation est effectuee avant Tajout des ingredients neces- 
saires aux etapes de transcription reverse et de synthase d'ADN double brin, ce qui accroTt, tout comme dans la 
methode classique en trois etapes, le risque d'introduire des sequences contaminantes. 

Une autre technique a 6te developpee consistant k utiliser une enzyme thermostable (rTth) pr6sentant ^ la tois 

10 une activite ADN polymerase ARN-dependante (transcriptase reverse) et une activite ADN polymerase ADN-depen- 
dante. Toutefois, la premiere activite necessite la presence d'ions manganese tandis que la seconde necesslte la 
presence d'ions magnesium ; voir MYERS T.W. et al., Biochem. 30. 7661 -7666 (1 991 ). II est done n6cessaire d'effectuer 
la synthase du premier brin d'ADNc en presence de MnClg, sulvie d'une dilution de rechantlllon avec apport de I'amorce 
5', de MgCl2. et d'un agent cheiatant qui a le pouvoir de chelator fortement les ions manganese. Id encore, un proc6d6 

IS de dilution, avec apport de reactifs. suit necessairement la synthase de t'AONc, ce qui accrolt le risque d'introduire 
des sequences contaminantes. 

II a egalement et6 decrit que la Taq polymerase possede une activite ADN-polym6rase ARN-d6pendante (voir 
GENE, vol.88. n°2. 16 Avril 1990, Amsterdam NL). Toutefois, il a ete montre dans WO91/09944 que cette activite 
d'ADN-polymerase ARN-dependante necessite pour §tre eff icace la presence d'ions manganese tandis que I'activite 

20 ADN-polymerase ADN-dependante necessite la presence d'ions magnesium avec de preference cheiatatlon des ions 
manganese. 

On a maintenant d6couvert qu'il est possible d'effectuer ramplification coupl6e ^ la transcription reverse par une 
methode ne necessitant veritablement qu'une seule etape de manipulation, c'est-^-dire une methode dans laquelle 
tous les r6actifs et solvants sont tous introduits des le depart dans le conteneur r6actionnel, avant I'etape de denatu- 

25 ration de TARN. Cela permet d'operer de fa?on simple et en evitant tout risque de contamination lors d'un ajout ulterieur 
de reactifs ou solvants (on appelle ici solvant tout vehicule liquide ou tout constituant liquide du milieu dans lequel on 
opere). En outre, on a decouvert que, de fagon surprenante, cette fa^on d'operer en une seule etape est plus efficace 
que d'operer selon les techniques anterleures, comme cela sera montre dans la partie experimentale ci-apres. 

Les probiemes pos6s par la realisation de la RT-PCR avec introduction des le depart de I'ensemble des reactifs 

30 sont lies notamment au choix d'une transcriptase reverse capable de fonctionner apres avoir ete portee ^ temperature 
relativement elevee pendant I'etape de denaturation de I'ARN par la chaleur. Cette etape de denaturation de I'ARN 
par la chaleur est d'une trds grande importance pour la reussite et la fiabilite d'une methode d'amplrfication. En outre, 
(a transcriptase reverse doit, apres ce traitement par la chaleur, etre encore capable de fonctionner a une temperature 
relativement eievee. On sait en effet, que pour accroTtre la specif icite de la reaction d'ampliflcation, il est utile d'operer 

35 dans des conditions suffisamment discriminantes. c'est-^-dire notamment ^ la temperature la plus eievee possible, de 
fa9on d eviter un appariement non specif ique de I'amorce 3' qui risquerait d'entratner ramplification. d'une sequence 
autre que la sequence cible. et aussi d'operer d temperature suffisamment eievee pour eviter la renaturation de I'ARN 
d amplifier. 

II est egalement necessaire que I'ADN polymerase ADN-dependante resiste ^ la chaleur. y compris lors de I'etape 
40 de denaturation de I'heteroduplex ARN-ADNc qui necessite des temperatures eievees, generalement sup6rieures ^ 
90*C. Ce probteme est en fait dej^ resolu puisqu'on a decrit I'utilisation d'une ADN polymerase provenant de microor- 
ganismes capables de survivre dans des conditions de temperatures eievees. et en particulier la polymerase Taq qui 
est capable de supporte des temperatures de I'ordre de 95**C. 

On connatt dejd, comme signaie ci-dessus, une transcriptase reverse thermostable et capable de jouer en outre 
le rdle d'ADN polymerase, mais qui necessite une modification de I'environnement ionique pour exercer cette deuxieme 
fonction (voir MYERS et al.. article cite ci-dessus). Une telle enzyme n'est done pas utilisable dans une methode ou 
tous les ingredients doivent dtre introduits ensemble des le depart. 

On a maintenant decouvert que certaines transcriptases reverses, non reputees thermostables. sont capables. 
lorsqu'elles sont utilisees en quantite suffisante, de fonctionner ^ des temperatures relativement eievees meme apres 
50 avoir subi le traitement thermique necessaire ^ I'etape de denaturation de I'ARN. 

II avait dej^ ete decrit dans "Gene Analysis Technics", Vol. 16, n''2. pp.25-28 (Mars 1989) dans le cadre d'une 
etude sur la synthese d'ADNc ^ I'aide de la transcriptase reverse du virus de la myeiobtastose aviaire que le fait d'eiever 
la temperature de reaction d 47''C permettait d'eviter la formation de structures secondaires dans la matrice d'ARN 
tout en conservant une activite de transcription reverse suffisante. Toutefois, dans le precede decrit dans cet article, 
55 la transcriptase reverse est ajoutee apres I'etape initiate de denaturation. 

La presente invention a done pour objet un proced6 d'amplification d'au moins une sequence specifique d'ARN, 
contenu ou susceptible d'etre contenu dans un echantillon, comprenant les etapes consistant ^ : 
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obtenir une solution de depart contenant I'ARN dudit 6chantillon dans un tampon appropri6, 
d6naturer par chauffage TARN contenu dans ladite solution, 

traiter la solution obtenue. contenant I'ARN d6natur6, avec une premiere amorce (ou amorce 3') dans des condi- 
tions permettant Thybridatlon de I'amorce suivie de la synthase d'un premier brin d'ADN compldmentaire de la 
5 sequence d'ARN d amplifier, en presence d'une quantity suffisante d'un systdme enzymatique ayant, dans ledit 

tampon, une activity de transcriptase reverse, 

d^naturer rh6t6roduplex ARN-ADNc form6 et trailer la solution obtenue avec une seconde amorce (ou amorce 
5') dans des conditions permettant Thybridation de la seconde amorce suivie de la synthase du second brin d'ADNc, 
en presence d'un systdme enzymatique thermostable ayant, dans le mSme tampon, une activity d'ADN polym6- 
10 rase, 

et ^ soumettre I'ADNc obtenu h des cycles d'amplification en nombre suffisant pour obtenir le degr6 d'amplification 
d^sird, 

caractdrisd par te fait que ladite solution contlent d6s le ddpart tous les rdactifs et solvants ndcessaires auxdites stapes, 
IS que Tensemble des stapes est effectu6 dans un mdme conteneur et sans ajout de r6actifs ou solvants. et que Ton 

eftectue la d^naturation de I'ARN ^ une temperature sup6rieure ou 6gale k GU*C environ. 

La solution de depart est g6n6ralement un tampon aqueux appropri6 permettant ^ la transcriptase reverse et ^ 

I'ADN polymerase de fonctionner, par exemple un tampon Tris. ayant un pH de 7 ^ 8,5 et de preference sup6rieur k 

8. Cette solution de d6part contient notamment les ions ndcessaires aux activit6s de transcriptase reverse et d'ADN 
20 polymerase, notamment des ions alcalins (Na, K) introduits par exemple sous forme de sets tels qu'un chlorure, k une 

concentration pouvant aller de 20 ^ 50 mM, et des ions magnesium, introduits par exemple sous forme de sel de 

magnesium tel que le chlorure. 6 une concentration pouvant aller notamment de 1 ^ 6 mM, par exemple de 1 ^ 5 mM. 

Elle peut contenir en outre divers ingredients usuels, par exemple ceux qui sont utilises dans la partie experimental 

ci-apres. 

25 La solution de depart peut contenir par exemple de 2,5 ng ^ 1 ^ig d'ARN total de I'echantillon ^ amplifier, pour un 

volume final de 100 ^1. L'ARN peut §tre par exemple dissous dans le milieu liquide ou §tre introduit dans celui-ci k 
retat adsorbe sur un support solide approprie. 

La solution de depart contlent bien entendu des nucleosides triphosphates en quantite suffisante pour permettre 
la synthase de TADN comptementaire, de meme que la synthase des brins d'ADN lorsque la methode d'amplification . 

30 est du type PGR. Les nucleosides triphosphates peuvent etre remplaces, totalement ou partiellement, par des nucleo- 
sides modifies et/ou marques permettant reiongation des brins ^ synthetiser S partir des amorces. 

Un point critique dans I'amplificatlon de I'ARN reside dans les structures secondaires de I'ARN qui peuvent induire 
des terminaisons precoces lors de I'etape de transcription reverse. Pour cette raison, I'amplification debute par une 
etape de denaturation de I'ARN qui peut dtre realisee par exemple par chauffage d une temperature generalement 

35 superieure ^ 60**C, par exemple comprise entre 60 et 75''C, pendant 1^15 minutes. Les conditions optimales, qui 
variant notamment selon la nature de I'ARN. peuvent etre determinees dans chaque cas par de simples experiences 
de routine. On opere de preference d une temperature au moins egale d 65"C. 

L'amorce 3' est generalement une amorce d'ADN. Le choix de I'amorce est determine par des criteres conn us. 11 
est possible d'utitiser une amorce oligonucieotidique oligo-dT. Pour plus de specificite, lorsque la sequence du gene 

40 est connue, ou lorsque la sequence de la proteine correspondante est connue. on pourra choisir de fa^on plus precise 
la localisation de I'amorce 3'. En particulier, les probiemes lies ^ une contamination eventuelle par de I'ADN peuvent 
etre maTtrises dans certains cas en seiectionnant des amorces situees dans des exons separes ou chevauchant des 
jonctions de sites d'epissage, ce qui indurt dans le premier cas la coampllfication de I'ADN et de I'ARN. et on obtient 
alors des produits d'amplification de failles differentes facilement separables. et dans le second cas. i'amplification 

45 exclusive de I'ARN. Enfin, dans certains cas, on sera amend ^ choisir des amorces oligonucieotidiques non strictement 
compiementaires de la cible, pour I'amplification d'ARN de virus endog^nes non Identifies ou de sequences inconnues 
theoriquement proches de sequences connues ; c'est le cas notamment lorsque Ton recherche la presence d'un re- 
trovirus inconnu : on peut alors utiliser une amorce 3' complementaire d'une sequence generalement bien conservee 
Chez les retrovirus, par exemple une sequence de la region "pol". 

so De preference, I'amorce 3' a une longueur (en nombre de nucleotides) suffisante pour pouvoir s'hybrider ^ I'ARN 

^ la temperature de denaturation choisie. On salt que la force d'adhesion d'un ADN hybride ^ un ARN ou ^ un ADN 
depend de la nature des bases et du nombre de bases appariees. Lorsque le duplex d'hybridation est chauffe, il se 
produit, k une certaine temperature, une rupture des liaisons hydrog&ne entre les bases, avec separation des deux 
brins d cette temperature, dite temperature de denaturation ou temperature de fusion. Cette temperature de denatu- 

55 ration augmente avec le nombre de bases, et plus precisement avec le nombre de bases parfaltement appariees. 
Dans le cas present, il est generalement souhaitable de pouvoir obtenir une hybridation de Tamorce 3' k la temperature 
de denaturation de I'ARN afin d'eviter une renaturation de I'ARN pendant cette etape d'hybridation. Pour la mSme 
raison, on preferera generalement refroidir rapidement, k Tissue de I'etape de denaturation de I'ARN, jusqu'd la tem- 



4 



EP 0 569 272 B1 



p6rature 6 laquelle s'effectuera I'^tape de transcription reverse. 

Qdndralement. I'amorce 3' contient au moins 1 5 nucleotides et en particulierde 15 ^ 30 nucleotides, ou davantage 
lorqu'ii est possible d'op^rer ^ temperature eiev^e. le choix de la temperature eievee dependant notamment de la 
capacite de la transcriptase reverse d supporter ladite temperature. 

5 tl est possible de determiner par de simples experiences de routine la temperature et la duree du traitement ther- 

mique que la transcriptase reverse est capable de supporter sans perte notable d'activite. On pourra done effectuer 
la denaturation de I'ARN et I'hybridation de I'amorce 3' pendant un temps suffisant pour permettre I'hybridation. mais 
non superieur k une duree predetermlnee au-deld de laquelle le systeme enzymatique k actlvite de transcriptase 
reverse risquerart d'etre inactive. 

10 II convient de noter que Tamorce 3' peut comporter. du c6t6 de son extremite 5*, une queue oligonucieotidique non 

speciflque qui n'intervient pas dans i'hybridation avec la cible, c'est-d-dire avec TARN d amplifier. Cette queue non 
speciflque peut comporter par exemple de fagon connue un site de restriction (qui facllite un clonage utterleur), une 
sequence promotrlce (qui facllrte une transcription ulterleure), ou toute sequence particuliere pouvant favoriser un 
procede de replication ulterieur. 

IS Apres I'etape de denaturation et d'liybridation, on peut refroidir la solution, de preference rapidement, jusqu'^ une 

temperature pr6d6terminee permettant la mise en oeuvre de Tactivile de transcriptase reverse, ladite temperature 
etant suffisamment eievee pour eviter la renaturation de TARN, et aussi pour maintenir Thybridation de I'amorce 3' 
dans des conditions suffisamment discriminantes, c'est-^-dire suffisamment eievee pour eviter toute hybridation insuf- 
fisamment specifique de Tamorce 3*. etant entendu qu'd la temperature choisie, la transcriptase reverse dolt pouvoir 

20 exercer son activite. 

La temperature choisie pour I'etape de transcription reverse est de preference au moins egale ^ 45 ou ^ 50°C 
environ, et par exemple comprise entre 50 et 75'*C environ, notamment entre 50 et 65'C, et en particulier entre 50 et 
60'»C. 

Lorsque la sequence d'ARN ^ amplifier est inconnue ou n'est qu'imparfaitemenl connue, et que Ton utilise alors 

25 une amorce 3' non strictement complementaire de la cible, il est souhaitable qu'apres I'etape de denaturation de I'ARN, 
on refroidisse la solution ^ une temperature suffisamment basse pour permettre I'hybridation de I'amorce 3' ^ une 
sequence d'ARN non rigoureusement complementaire, pendant un temps suffisamment faible pour eviter toutefois 
des hybridations purement aieatoires ou non specifiques. apres quoi on rechauffe la solution jusqu'd la temperature 
predetermlnee choisie pour I'etape de transcription reverse. Dans ce cas, on refroidit jusqu'd une temperature inferieure 

30 ^ 50'*C, mais au moins egale h 40^*0, en procedant par exemple par essais d des temperatures de plus en plus basses. 
On peut ensuite remonter la temperature jusqu'^ celle choisie pour I'etape de transcription reverse ; le choix de cette 
temperature a dej^ 6te discute pr6cedemment. 

La duree de I'etape de transcription reverse depend evidemment de la longueur du brin d'ARN a amplifier. On 
aura interet k choisir le temps le plus court, mais suffisant, permettant d'obtenir un brin d'ADNc ayant une longueur 

35 suffisante pour contenir au moins la sequence complementaire de la deuxidme amorce (amorce 5'). Lorsque cela sera 
possible, on determinera la duree de Toperation de transcription reverse par des experiences de routine. Dans les 
autres cas, ce temps devra 6tre estime en prenant garde notamment de ne pas operer d temperature trop eievee ou 
pendant des temps trop longs, de fagon k eviter des phenomenes de "fatigue" (perte d'efficacite) de la transcriptase 
reverse lorsque la sequence d'ARN est relativement longue. 

40 La duree de I'etape de synth6se du premier brin d'ADNc serageneralement inferieure ^ 15 minutes. De preference, 

cette duree peut varler de 1 ^ 10 minutes environ. 

Pour I'operatlon de transcription reverse, on pourra utiliser une transcriptase reverse non reputee thermostable, 
choisie apres une simple experimentation permettant de determiner les traitements thermiques que I'enzyme etudiee 
est capable de supporter (dans le cadre defini plus haut), ce qui permet de seiectionner les transcriptases reverses 

45 qui sont utilisables dans le procede de I'invention. On a en effet decouvert, comme dej^ indique ci-dessus, que des 
transcriptases reverses non reputees thermostables I'etaient en fait suffisamment pour pouvoir Stre utilisees dans un 
procede d'amplification d'ARN avec introduction de I'ensemble des reactifs dans la solution de depart. 

La transcriptase reverse peut etre choisie par exemple parmi les transcriptases reverses de virus de la myeloblas- 
tose aviaire (en abrege RT-AMV), et les transcriptases reverses de virus de Maloney de la leucemie murine (en abrege 

so RT-MMuLV). On peut citer par exemple la RT-AMVbo (Boehringer-Mannheim), la RT-AMVbrI (Bethesda Research 
Laboratory), la RT-MMuLVss (Bethesda Research Laboratory), etc... 

Comme indique ci-dessus. la transcriptase reverse doit §tre uttlisee en quantite suffisante pour permettre, aprds 
traitement de denaturation de I'ARN par la chaleur, I'obtention du premier brin d'ADNc dans les conditions choisies. 
Cette quantite suffisante correspond generalement k un excds par rapport k I'ADN polymerase. 

ss La quantite (ou la concentration) de la transcriptase reverse peut Stre determinee dans chaque cas par des ex- 

periences de routine. Elle peut varier par exemple 5 k 200 U, notamment 5 S 20 U pour RT-AMV et 100 ^ 200 U pour 
RT-MMuLV. pour un volume final de 100^1. Generalement, le procede de invention est caracterise par le fait que Ton 
utilise des quantites de transcriptase reverse et d'ADN polymerase telles que leur rapport, exprime en unites de RfT- 
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AMV et de Taq polymerase, respectivement, est au moins 6gal ^ 2. et en particulier au moins 6gal ^ 3, et est Infdrieur 
^ 8, en particulier inf^rieur ^ 7, et peut varier notamment de 2 A 6, ou que, lorsqu'on choisit une transcriptase reverse 
et/ou une ADN polym6rase autres que la RT-AMV et la Taq polymdrase, respectivement, on utilise ces enzymes en 
quantitds telles que des quantltds dquivalentes de RT-AMV et de Taq polymerase, respectivement. soient dans le 
mdme rapport au moins 6ga\ d 2 et Inferieur ^ 6. 

Apr^s ropdration de transcription reverse, on peut ddnaturer rh6t6roduplex ARN-ADNc form6 par chauffage d une 
temperature suffisante, par exemple une temperature superieure ^ 90^*0. Bien entendu, il conviendra alors d'utiliser, 
en vue des operations ult6rieures d'amplification de I'ADN, un ADN polymerase capable de supporter une telle tem- 
perature, comme par exemple la Taq-polymerase, la rTth (Cetus), la Ptu DNA Polymerase (Stratagene). la Vent Po- 
lymerase (Biolabs), etc... 

Apres retape de denatu ration de I'hybride ARN-ADNc, on abaisse la temperature de fa9on k permettre I'hybridation 
de la seconde amorce (amorce 5'). Ici encore, cette temperature d'hybridation sera choisie de preference assez eievee, 
par exemple au moins egale h 50'C, notamment de 50 S 80"C, de fa5on ^ permettre I'hybridation dans des conditions 
sufflsamment disc rim inantes. 

Les criteres de choix de I'amorce 5' et de sa longueur sont evidemment les memes, avec les adaptations neces- 
saires. que ceux exposes ci-dessus pour le choix de I'amorce 3', et lorsque I'amorce 5' sera une amorce non strictement 
compiementaire de la cible, on pourra. comme pr6cedemment, refroidir la solution ^ une temperature sufflsamment 
basse (par exemple inferleure k 50'C, notamment entre 40 et 50**C) pour permettre I'hybridation de I'amorce 5' ^ une 
sequence d'ADN non rigoureusement compiementaire, pendant un temps sufflsamment faible pour eviter des hybri- 
dations purement aieatoires ou non specifiques, apres quoi on rechauffera la solution jusqu'^ une temperature prede- 
terminee choisie pour retape de synthase du second brin d'ADNc. 

Cette etape de synthese du second brIn d'ADNc s'effectue & une temperature sufflsamment discriminante, c'est- 
^-dlre une temperature sufflsamment eievee mals restant compatible avec le malntien de I hybridatlon specifique de 
Tamorce 5', en particulier une temperature d'au moins 50°C (par exemple de 50 ^ 80°C environ). Les etapes d'hybri- 
dation de I'amorce sur le premier brin d'ADNc et de synthase du second brin d'ADNc peuvent etre effectuees ^ la 
mSme temperature. 

Les amorces 3' et 5' peuvent 6tre utilisees par exemple en quantites sensiblement 6quimolaires. Ces amorces, 
qui peuvent etre constituees d'ARN ou d'ADN, sont utilisees en grand exc^s. comme cela est connu pour les reactions 
d'amplification. L'amorce 5' peut comporter k son extremite 5' une queue oligonucieotidique non specifique, comme 
on ra d6\k expllqu6 plus haut d propos de I'amorce 3*. 

Apres retape de synthdse du second brin d'ADNc, on peut soumettre I'ADNc double brin obtenu ^ un nombre 
suffisant de cycles d'amplification selon les methodes connues, par exemple par denaturation de I'ADN double brin, 
hybridation des amorces 3' et 5' sur les brins d'ADN neoformes dont elles sont respectivement compiementaires et 
synthase de produit d'eiongation sous Taction de I'ADN polymerase. De tels cycles d'amplification peuvent etre effec- 
tues selon les methodes connues par simples traitements thermiques ^ diverses temperatures, par exemple une tem- 
perature de 90-98°C environ pour la denaturation de I'ADN double brin, une temperature de 40-80" C environ pour 
I'hybridation des amorces et une temperature de 60-80''C environ pour la synthase des produits d'eiongation. Ces 
cycles d'amplification, de meme que I'ensemble des etapes du procede de invention, peuvent 6tre mis en oeuvre de 
fagon automatique dans des appareils programmables du commerce. 

Le proc6de de I'lnvention est applicable notamment au diagnostic des infections virales ou bacteriennes, et des 
desordres genetiques. II est applicable aussl au typage bacterien ou viral, et au typage cellulaire, y compris le HLA. 11 
est applicable egalement au clonage d'endogenes non identifies ou de sequences d'ARN inconnues theoriquement 
proches mais differentes de sequences connues en utillsant retape d'hybridation ^ temperature controlee. sufflsam- 
ment basse, entre I'etape de denaturation de I'ARN et la synthase de I'ADNc. Le proc6de de I'lnvention permet ega- 
lement d'amplifier de I'ARN in situ sur tissus (par exemple sur tissue fixes, sur tissus congeies ou sur frottis convena- 
blement prepares) deposes ou fixes sur un support, le compartiment reactionnel etant par exemple deilmite par la 
lame-support sur laquelle est fixe le tissu et une lame couvrante sceliee, comme cela etalt realise pour Tamplification 
de I'ADN ; voir Nuovo G.J. et al., Am. J. Pathol., 139, 847-854 (1991), 

Le procede de I'lnvention peut etre utilise pour realiser des co-amplifications, soit avec des systemes d'amorces 
distincts, soit avec une amorce 3' commune. 

Le procede de I'lnvention peut notamment 6tre utilise pour r6aliser la quantification d'une cible ARN, soit dlrecte- 
ment par rapport ^ une gamme etalon, soit par coamplification, selon les methodes connues. La co-amplification est 
effectuee soit avec un standard interne introduit en quantite controiee et pouvant etre amplifie d I'aide des mdmes 
amorces que I'ARN-cible : voir par exemple les documents PCT/US90/04707 et Michael Becker-Andre et al.. Nucleic 
Acids Research, Vol.17, pp. 9437-9447 (1989), soit avec un ARN (gdne marqueur) different de I'ARN-cible et present 
naturellement dans I'echantillon examine ; voir notamment J. Chelly et al., Nature, Vol. 333, pp. 858-860 (1988). 

L'invention concerne egalement I'utilisation comme sonde (dans un procede de detection du virus HI VI ) ou comme 
amorce (dans un procede d'amplification quelconque de I'ARN du virus HI VI , y compris un procede tei que decrit dans 
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la prdsente demande), d'une sequence oligonucldotidique: 
comprenant la sequence 

^ CCTATCTGTCCCCrCAGCTAC 

utilisable notamment comme amorce 3', 
ou comprenant la sequence 

10 

TCTATCAAAGCAACCCAC 

utilisable notamment comme amorce 5'. 

IS 

Les avantages procures par rutilisation de ces s6quences ressortent de la partle expdrimentale ci-apr6s. 
Uinvention a dgalement pour objet des oligonucl6otldes purifies, comportant par exemple au plus 30 nucleotides 
environ, et contenant I'une des deux sequences qui viennent d'etre d^finies. Lesdits oligonucleotides purifies peuvent 
comporter, ^ au molns i'une des extrdmitds de la sequence minimum Indiqude, des nucleotides qui peuvent dtre choisis 

20 parmi ceux entourant ladite sequence dans i'ADN compiementaire correspondant k TARN du VIH-I . Lesdits oligonu- 
cleotides purifies peuvent egalement contenir d leur extremite 5' une queue oligonucieotidique non specifique» comme 
cela a 6te explique ci-dessus ^ propos des amorces d'amplificatron. Les oligonucleotides purifies de I'lnvention peuvent 
egalement contenir des nucleotides modifies et/ou marques avec un agent traceur. lis peuvent dtre utilises notamment 
comme sondes de capture ou de detection dans une methode de diagnostic des infections par le VIH-1 , et/ou comme 

25 amorces d'amplification. lis peuvent etre prepares selon les procedes classiques de la synthese d'oligonucl6otides. 

On va maintenant illustrer davantage I'invention h I'aide de la partle exp6rimentale donnee ci-apres. Dans les 
exemples qui suivent, les amorces peuvent egalement dtre appeiees "amplimers" ou encore "primers", et I'amorce 3' 
peut etre egalement appeiee "primer inverse". La technique de transfert d'ADN, dite transfert de Southern, depuis un 
gel, par exemple apres etectrophorese, sur une membrane ou I'ADN peut etre hybride avec une sonde nucieique 

30 marquee est designee par Texpression "Southern Blot". II en va de fa9on analogue pour la technique de transfert d'ARN 
dite transfert de Northern ; dans ces exemples, on fera reference aux dessins annexes dans lesquels: 

la fig.1 est un schema de I'organisation des ARN messagers du VIH-1, avec indication des sondes ou amorces 
employees; 

35 - la fig. 2 represente le signal obsen^e, en coups par minutes (cpm) apres amplification selon la procedure decrite 
d I'exemple 1 , en fonction du pourcentage initial de cellules infectees (deux manipulations independantes); 
la fig.3 est une image en autoradiographie obtenue apres amplification et transfert de Southern selon le procede 
de I'exemple 2 ; la colonne MPf^ (Marqueurs de poids moieculaire) represente des etalons de poids moieculaire; 
les nombres indiques dans la colonne de gauche sont des nombres de nucleotides; 

^0 - les fig. 4 et 5 representent les images obtenues en autoradiographie respect ivement apres amplification et transfert 
de Southern respectivement dans les exemples 3 et 4 ; 

la fig. 6 est un schema des cycles de temperatures utilises ^ I'exempie 5, avec indication du moment de I'introduction 
des reactifs ; 

la fig. 7 est i' image obtenue en autoradiographie apres amplification et transfert selon le procede de I'exemple 5 ; 
45 les references portees sur la fig.7 correspondent aux divers modes operatoires indiques ^ la fig.6; 

la fig.8 est I'image en autoradiographie obtenue S Tissue du procede de I'exemple 6 ; 

la fig. 9 est I'image en autoradiographie obtenue ^ Tissue du procede de I'exemple 7; les references des diverses 
colonnes correspondent aux quantites (nM) d'amorce 3'; 

la fig. 10 represente I'image en autoradiographie obtenue ^ Tissue du procede de I'exemple 8 ; les references des 
so colonnes correspondent aux quantites d'ARN de rechantillon analyse (en ng) ; le trait correspondant k la bands 

observee sur la photographie originale de la colonne 2.5 a ete renforce pour etre davantage visible sur les repro- 
ductions de la fig. 10; 

la fig. 1 1 represente les images d'autoradiographle obtenues k Tissue des diverses experiences decrites h I'exem- 
ple 9 (chapitre "Identification de fragments amplifies"); 
55 . la fig. 1 2 represente les images obtenues en autoradiographie dans les experiences decrites k I'exemple 9 (chapitre 
"Qualite de Tamplification") ; et 

les fig. 1 3 et 1 4 representent les images obtenues en autoradiographie dans les experiences decrites aux exemples 
10 et 11, respectivement. 
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PARTIE EXPERIMENTALE 

Le module biologique 6tudi6 dans cette partie exp6rimentale est TARN du virus de rimmunoddflcience humaine, 
VIH-1 . La structure des ARNm du virus et en particulier la localisation des sites donneurs (d1 d d4) et accepteurs (al 
& alO) d'§pissages. la nomenclature des exons (traits gras marqu6s 16 7 avec caractdrisation A.B.D.AE.BE ou E) et 
des introns (14 k \5) ainsi que la localisation des amplinners 5' (fl6che de gauche 6 droite), des primers inverses/ampli- 
mers 3' (fl6che de droite 6 gauche) et des sondes (blocs gras) sont repertories dans la figure 1 . Les amorces et sondes 
oligonucl6otidiques ont 6\6 synth6tis6es sur un synth6tiseur Applied Biosystem 394 DNA/RNA, analys6es et purifi6es 
en HPLC phase inverse lorsque cela 6tait requis. Elles sont r6pertori6es dans le tableau 1 ci-dessous. La num6rotation 
utilis6e dans la figure 1 et le tableau suit ta nomenclature du clone moieculalre HIV-HXB2R (Lawrence. J., et al. 1990.. 
edited by Myers, G., et al. ). 

Tableau 1: amorces et sondes nligonucK^ntirtigtip.^ 

^Amplimers et primers invenses. 

Analyse des ARNm multi-dpissds. 

•335 (171-189) amplimer 5': ATCTCTAGCAGTGGCGCCC 

•338 (7967-7949) amplimer 3' et primer Inverse: TTCCTTCGGGCCTGTCGGG 

Analyse des ARNm mono-dpiss6s. 

•335 (171-189) amplimer 5*: ATCTCTAGCAGTGGCGCCC 

•337 (5933-5912) amplimer 3* et primer inverse: CACAAAATAGAGTGGTGGTTGC 

Analyse des ARNm utilisant les sites d*6pissage d4-a10. 

•1082 (5580-5591^17925-7930) arhplimer 5': TCTATCAAAGCA-ACCCAC 

•972 (8254-8234) amplimer 3* et primer inverse: CCTATCTGTCCCCTCAGCTAC 

-Spnde^ 

•344 (5540-5524) ExonS: TCGTCGCTGTGTCCGCTTCTTC 
•343 (5526-5507) Exon 48: CTTCCTGCCATAGGAGATGC 
•455 (5382-5359) Exon 4: CTCCATTTCTTGCTCTCCTCTGTC 
•345 (5654-5676) Intron 4: CCACACAACTATTGCTATTATTA 
•338 (7967-7949) Exon 7: TTCCTTCGGGCCTGTCGGG 
•519 (5524-5541) Exon 5: AAGAAGCGGAGACAQCGA 
•526 (5754-5773) Intron 4: AGCAGAAGACAGTGGCAATG 

EXEMPLE 1: Efficlence et Sensibility de la m6thode en une 6tape . 

Pour ddterminer la sensibilitd de la methode d'amplification en une 6tape unique de manipulation, nous avons 
d6fini un couple d'amplimers, ^ I'aide des jonctions des sites accepteurs d4-a8 du virus VIH-1 (Tat exons1-4-7, Rev 
exons 1-4A-7. Net exons 1-5-7, figure 1), conduisant k ramplification specifique d'ARNms multi-episses du virus VIH- 
1 (I'aspect 6pissage du VIH-1 sera d6velopp6 ult6rieurement dans I'exemple 9) . 1^x1 de ARN guard (Pharmacia LKB 
Biotechnology) est ajout6, comme inhiblteur de RNAse, k tous les 6chantillons, ceux-ci contenant 1 ^ig d'ARN. Les 
ARN ont et6 extraits k parti r de la lignee lymphoide H9 infectee par la souche HTLV-IIIB. par la technique dite du 
guanidium isothlocyanate (Chirgwin J.M.. et al. 1979, Biochem 18:5294-5299.) sulvie d'une ultracentrlfugatlon sur 
gradient de chlorure de c6sium (Gilsin V, et al. 1973. Biochem 13:2633-2638.). La concentration finale du tampon 
utilise est lOmM Tris pH 8.3, 50 mM KCI, 1.5 mM MgCI2, 0.01% g6latine. Les concentrations finales sont: amplimers 
310 nM, dNTPs 250 ^M.Taq polymerase (Perkin Elmer-C6tus) 2.5U, RT-AMV (Boehringer-Mannheim) 10U. Le proto- 
cole d'amplification. r6alis6 dans un thermo-cycleur, consiste en une incubation de 10 minutes k 65"C (denaturation 
de I'ARN et hybridation du primer inverse Iul-m6me identique k I'amplimer 3'). puis 8 minutes d 50"C (reverse trans- 
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cription), puis 5 minutes k 95'*C (ddnaturation des hybrides ADN/ARN et inactivation de la reverse transcriptase), puis 
cons6cutivement, 35 cycles de PGR sont alors r6alis6s. un cycle conslstant en 1 minute d 95®C pour la d§naturation 
de t'ADN, 1 minute ^ SS^C pour I'hybridation des amplimers sur les matrices ADN monocat6naires, et 1 minute ^ 72°C 
pour I'dlongation des amorces oligonucldotidiques (amplimers); le dernier cycle prdsente de plus une extension de 7 

5 minutes de Tdtape d'dlongation afin de terminer la synth6se des fragments d'ADN incomplets. Les prodults de RT- 
PCR sont ensuite analyses en southern blot, lis sont analyses sur gel d'acrylamide 5% puis I'ADN est d6natur6 ^ la 
chaleur par immersion du gel dans de I'eau bouillante pendant 5 minutes, puis le gel est 6quilibr6 dans un tampon de 
transfert (Tris base 89 mM, acide borique 89 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0). UADN subit alors un transfert 6lectrique (1 
heure. 300 mA, 4*C) sur membrane de nylon et est fix6 aux UV. La pr6hybridatlon est r6alis6e pendant une nuit & 

10 42**C dans un tampon 5xSSC, 0.1% SDS, Denhart 5X, ADN de sperme de saumon 0.2 mg/ml, formamide d6sionis6e 
18%, et I'hybridation est r6alis6e pendant 4 heures ^ SO^C, dans le susdit tampon, contenant 10® cpm/ml de la sonde 
otigonucldotide marquee au ddATP 32P d Taide de I'enzyme terminate transferase (Boehringer Mannheim), ^ une 
activity spdcrfique de 10^ cpnn/mg. Les f litres sont alors lav^s en 1xSSC, 0.1 % SDS. 10 minutes k temperature am- 
blante et 10 minutes k 50'C, puis d6velopp6s par autoradiographie 3 heures k *80'*C. L'analyse en southern blot 

15 d'ARNs amplifies par les primers 1082-972 (voir tableaul et figure 1 ) met en evidence en autoradiographie la bande 
de 340 pb attendue, rev6l6e avec la sonde 338 (tableau 1, figure 1). Aucun signal n'a pu dtre observe, que ce soit en 
absence de RT ou lorsque la PGR a 6t6 realisee en presence de 1 ^g d'ADN. extrait de cellules infectees HTLV-IIIB, 
comme cela etait attendu. Une bande faible, observee apr^s 4 heures d'autoradiographie 6 -80" C. prouve que TARN 
specifique du VIH peut etre d6tecte quand une cellule sur 10® est infectee, en utilisant la methode en une etape selon 

20 rinvention. Les rendements d'extraction permettent d'affirmer que I'ARN d'environ 0.1 cellules H9 infectee est present 
dans rechantillon (1 ^ig d'ARN) resultant de la dilution finale utilisee pour la RT-PCR. Le seuil de sensibilite de I'essai 
est done vraisemblablement compris entre 10 et 100 copies d'une cible donn6e. L'essai en une etape a 6te aussi teste 
pour la quantification potentielle d'ARN, k I'aide d'une dilution s6quentielle d'un facteur dix des cellules infectees. Une 
courbe de PGR typique, representant la quantite de signal genere en fonction de la proportion de cellules infectees a 

25 ete determinee (figure 2): le resultat indique que. dans ces conditions experimentales, le signal obtenu est correie k 
la concentration initiale d'ARNm cible. 

EXEMPLE 2: Comparaisons de plusieurs RT-AMV avec plusieurs RT-MMuLV . 

30 Les conditions experimentales utilisees sont essentiellement identiques k celles decntes dans I'exemple 1 . L'ARN 

est extrait de cellules H9 infectees par la souche HTLV-IIIB, les primers utilises sont 335 et 337, les enzymes sont la 
RT-AMVbm (Boehringer-Mannhelm), 6 10 U par reaction, la RT-AMVbrI (Bethesda Research Laboratory), ^ 10 U par 
reaction, la RT-f\/IMuLVbrl (Bethesda Research Laboratory), k 200 U par reaction, la RT-MMuLVss donee et ne pos- 
sedant pas d'activite RNAseH (Bethesda Research l_aboratory). k 200 U par reaction, les cycles de temperature etant 

35 de 10 minutes k 65'*C, 8 minutes h 50'*G, 5 minutes k 95°C. puis consecutivement. 35 cycles de PGR sont alors 
realises, un cycle consistant en 1 minute k 95'*G, 2 minutes k SS^G, et 2 minutes 30 secondes k 72°C; le dernier cycle 
presente de plus une extension de 7 minutes de I'etape d'eiongatbn. L'analyse en southern blot (cf exemple 1 ) d'ARNs 
amplifies par les primers 335-337 (voir tableaul et figure 1) met en evidence la bande majoritaire attendue k 530 pb 
(figure 3), reveiee avec la sonde 526 (tableau 1, figure 1). Les intensites respectives des signaux montrenl la plus 

"^0 grande efficacite de la RT-AMV, quelle que soit sa source d'obtention. 

EXEMPLE 3: Influence de I'aiout de RNAseH avec la RT-AMV . 

Les conditions experimentales utilisees sont essentiellement identiques k celles decrites dans I'exemple 1 . L'ARN 
^5 est extrait de cellules H9 infectees par la souche HTLV-IIIB, les cellules infectees representant soit 100% (A) soit 1% 
(B) de la population traitee. Les primers utilises sont 335-337, la quantite de RNAseH (Boehringer Mannheim) introduite 
est de 1 Unite, 0.1 Unite, 0.01 Unite et 0 Unite comme contrdle. Les cycles de temperature utilises sont identiques a 
ceux decrits dans I'exemple 2. L'analyse en southern blot (cf exemple 1) d'ARNs amplifies par les primers 335-337 
(tableaul , figure 1 ) met en evidence la bande attendue k 530 pb (figure 4), reveiee avec la sonde 526 (tableau 1 , figure 
so 1). Aucune difference notable n'est observee, independamment de la quantite initiale d'ARN cible. Remarquons ega- 
lement que, independamment du fait que la RT-MMuLVss (RNAseH moins) sort moins efficace que les RT-AMV (exem- 
ple 2 figure 3). elle est cependant notablement plus efficace que les RT-MMuLV non donees presentant une activite 
RNAseH (exemple 2 figure 3). L*ensemble de ces resultats montre que I'efficacite de la methode n'est pas due k une 
activite RNAseH presente dans le tube reactionnet. 



55 



EXEMPLE 4: Cinetique de temperature . 

Les conditions experimentales utilisees sont essentiellement identiques k celles decrites dans I'exemple 1 . L'ARN 
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est extrait de cellules H9 infect6es par la souche HTLV-IIIB, les primers utilises sont 335-337, Le cycle d'ampliflcalion, 
r6alis6 dans un thermo-cycleur consiste en une incubation de 10 minutes d 65^C, puis la r6verse transcription est 
r6alis6e k 8 minutes h diff 6rentes temperatures, respectivement 40°C, 45*C, SO'^C, SS'^C, 60°C, puis 5 minutes 6 QS'C, 
et cons6cutivement. 35 cycles de PGR sont alors r6alis6s, un cycle consistant en 1 minute d 95'*C. 2 minutes d 55°C, 

s et 2 minutes 30 secondes k 72**C; le dernier cycle prdsente de plus une extension de 7 minutes de I'dtape d'dlongation. 
L'analyse en southern blot (cf exemple 1 ) d'ARNs amplifies par les primers 335-337 (tableau 1 . figure 1 ) met en Evidence 
la bande attendue k 530 pb (figure 5). r6v6l6e avec la sonde 526 (tableau 1 , figure 1). Les intensit6s respectives des 
signaux ne montrent pas une d6croissance notable de refficacit6 de ramplification, et done de refficacitd de la RT- 
AMV. dans une gamme de temp6rature comprise entre 40 '^C et 60"C, pendant 8 minutes, en plus du cycle de ddna- 

10 turation d 65'C pendant 1 0 minutes. 

EXEMPLE 5: Positionnement de la Tag et de I'amplimer 5' dans la r6action d'ampllficatlon. 

Les conditions expdrimentales utilisdes sont identiques d celles ddcrites dans I'exemple 1. L'ARN est extrait de 
IS cellules H9 infect6es par la souche HTLV-IIIB, les primers sont 335-337, la Taq et/ou I'amplimer 5' 6tant introduits dans 
le tube r6actionnel soil des le d6but de la reaction, soit ^ la fin de l'6tape de synthase de I'ADNc de 8 minutes h 50°C. 
Les quatre combinaisons ont 6t6 r6alis6es et sont explicitdes sur le sch6ma de la figure 6. Les cycles de temperature 
utilises sont identiques k ceux d^crits dans I'exemple 2. L'analyse en southern blot (cf exemple 1) d'ARNs amplifies 
par les primers 335-337 (tableaul, figure 1 ) met en Evidence la bande majorltaire attendue ^ 530 pb (figure 7), r6v6lde 
20 avec la sonde 526 ( tableau 1, figure 1). Aucune difference significative est observee. quels que soient le moment 
d'introduction de la Taq et / ou de I'amplimer 5*. 

EXEMPLE 6: influence du moment d'introduction de la RT 

25 Les conditions experimentales utilisees sont essentiellement identiques ^ celles decrites dans I'exemple 1 . L'ARN 

est extrait de cellules H9 Infect6es par la souche HTLV-IIIB, les primers sont 335-337 ou 335-338. Les cycles de 
temperature utilises sont Identiques ^ ceux decrits dans I'exemple 2. La reverse transcriptase est pr6sente dans le 
tube reactionnel des le debut de la reaction (A) ou introduite apres retape de d6naturation/hybridation d 65'*C (P). 
Uanatyse en southern blot (cf exemple 1) d'ARNs amplifies par les primers 335-337 ou 335-338 (tableaul, figure 1) 

30 met en evidence les bandes caract6ristiques attendues (figure 8), rev6l6es avec ta sonde 519 (tableau 1, figure 1). 
Dans le cas ou la RT est introduite aprds I'etape de denaturation, on peut remarquer en particulier pour Tampliflcation 
d'ARNm fortement structures (335-338. colonne P) un accroissement des signaux aspecifiques dont interpretation 
sera developpee ulterieurement (cf exemple 9). 

3S EXEMPLE 7: influence de la quantite de primer 3' (primer inverse et amplimer) 

Les conditions exp6rimentales utilisees sont essentiellement identiques ^ celles decrites dans I'exemple 1 . L'ARN 
est extrait de cellules H9 infectdes par la souche HTLV-IIIB, 250 ng d'ARN sont utilises comme substrat reactionnel, 
les primers sont 335-338, la quantite de primer inverse (338) etant soit de 310 nM (equimolaire avec I'amplimer 5"), 

40 soit de 930 nM. Un essai a egalement 6te realise en utilisant Tenzyme rTth avec une concentration de750 nM du primer 
Inverse et de 150 nMde I'amplimer 5', selon une methodologie decrite dans le paragraphe II ( Myers TW., et al. 1991. 
Biochem 30:7661 -7666. ). Les cycles de temperature utilises sont identiques ^ ceux decrits dans I'exemple 2. L'analyse 
en southern blot (cf exemple 1) d'ARNs amplifies par les primers 335-338 (tableaul, figurel) met en evidence les 
bandes caracteristiques attendues (figure 9), reveiee avec la sonde 519 (tableau 1, figure 1). Aucune difference tant 

^5 qualitativement que quantitativement n'est obsen/6e. quelle que soit la quantite de primer inverse. II ne semble done 
pas necessaire d'utiliser celui-ci en exces par rapport k I'amplimer 5*. 

EXEMPLE 8: influence de la quantite d'ARN dans le tube reactionnel . 

so Les conditions experimentales utilisees sont identiques k celles decrites dans I'exemple 1. L'ARN est extrait de 

cellules H9 infectees par la souche HTLV-IIIB, les cellules infect6es representant 0.01% de ta population traitee. La 
quantite d'ARN total utilisee est de 2.5. 10. 25, 100. 250 et 1000 ng. L'analyse en southern blot (cf exemple 1) d'ARNs 
amplifies par les primers 1082-972 (tableaul , figure 1) met en evidence ta bande 340 pb attendue (figure 10). reveiee 
avec la sonde 338 (tableau 1, figure 1). Le signal obtenu est proportionnel k la quantite initiale d'ARN cible et semble 

ss independant de ta quantite totale d'ARN presente dans le tube reactionnel. 
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EXEMPLE 9: comparaison des paramfetrss r6actionnels impliqu6s dans la FTT-PCR . 

On a compart les efficacit^s relatives des mdthCKles dites en "une dtape" ou en "deux 6tapes*, en utillsant ^ la 
fois la RT et la Taq. 

Dans ta m^thode en "deux Stapes*, nous avons 6tudid I'lnfluence des param^tres volume, tampon et temperature 
sur I'hybridation du primer Inverse ainsi que sur la transcription inverse. Les diffdrents protocoles de RT-PCR compre- 
nant en outre I'ensemble des constituants impliqu6s dans la reaction, leur concentration ainsi que I'ordre s6quentlel 
de leur introduction sont r6pertori6s dans le tableau 2. 1^1 de ARN guard (Pharmacia LKB Biotechnology) est ajout6 
k tous les 6chantillons, ceux-ci contenant 1 |ig d'ARN. Les ARN ont 6t§ extraits k partir de ia Iign6e promonocytique 
U937 infect6e par la souche VIH-LAV. 

Dans le tableau 2, chaque cotonne correspond d un mode de realisation particulier utilise, selon les an^orces 
employees, solt pour rampliftcation de la region Reg, solt pour rampliftcation de la region Env Chaque numero d' 
echantillon. arbitraire, correspond d une experience particuliere. Dans tous les cas, la denaturation de I' ARN est ef- 
fectuee par chauffage pendant 10 minutes d 65"C. Elle est suivie soit d'un refroidissement lent (+) en 30 minutes d 
42**C, soit ta reaction est immediatement enchaTnee avec I'etape de reverse transcription (e) ou le tube est refroidi 
rapidement dans la glace (-) Pour ia reaction de synthese du premier brin d'ADNc (Extension), on a indique sur la 
premiere ligne le temps en minutes (sauf indications contraires) et sur la seconde ligne la temperature en °C. 
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Chaque 6chantillon est stockd dans la glace avant tout apport de r6actifs lorsque ceci est requis. Uhybridation du 
primer inverse (6tape 1 ) est rdaiisde dans de I'eau ou dans un tampon 10mM Tris pH 8.3, 50 mM KCI, 1.5 mM MgC12, 
0.01% gelatine (appel6 PCRX1) ou dans un tampon 30 mM Tris pH 8.3. 150 mM KCI, 4.5 mM MgCl2, 0.01% gdlatine 
(appeld PCRxS). k 6S**C. avec ou sans refroidissement lent d 42^C. Les primers inverses. 338 (tableau 1. figure 1) 

5 pour tes ARN multl-6piss6s (appelds Reg dans le tableau 2). 337 (tableau 1. figure 1) pour les ARN mono-6piss6s 
(appelds Env dans le tableau 2), sont choisis comme 6tant identiques ^ Tamplimer 3' impliqud dans la reaction de 
PGR. L'dtape de reverse transcription est r6alis6e en presence de concentrations de MgCI2 et de dNTPs adapt6es 
soit ^ ractivit6 de la r6verse transcriptase soit de la Taq polymerase, en faisant varier ^ la fois le temps (de 8 minutes 
^ 1 heure) et la temperature (42''C ^ 50*C) de la reaction de synthase de I'ADNc. La concentration de la RT-AMV 

10 (Boehringer Mannheim) est de 10U pour 1 ^g d'ARN. Avant I'enchainement des cycles de PGR, les hybrides ADNc/ 
ARNm sont d6natur6s et la reverse transcriptase inactiv6e par chauffage de I'echantillon k 95"G pendant 5 minutes. 
35 cycles de PGR sont alors realises, un cycle consistant en 1 minute k 95°G pour la d6naluration de TADN, 2 minutes 
k 55^C pour rhybridation des amplimers sur les matrices ADN monocatenaires, et 2 minutes k 7Z*0 pour I'eiongation 
des amorces oligonucieotidiques; le dernier cycle presente de plus une extension de 7 minutes de I'etape d'eiongation 

'5 afin de terminer la synthdse des fragments d'ADN incomplets. La concentration de la Taq polymerase (Perkin Elmer- 
Cetus) est de 2.5U pour l^ig d'ARN initial. Dans tous les cas, la reaction de PGR est realisee dans le tampon lOmM 
Tris pH 8.3. 50 mM KGI, 1.5 mM MgC12, 0.01% gelatine. 

Nous avons choisi I'ARNm du VIH-1 comme module parce qu'il est connu pour presenter une strategie complexe 
de repissage ( Schwartz S.. et al. 1990a. J Virol 64 (6) :25 19-2529.) Iiee au type cellulaire (Robert-Guroff M., et al. 

20 1 990. J Virol 64 (7):3391 -3398. ) et k I'etat de differenciation de la cellule. L*6pissage differentiel conduit k trois classes 
d'ARNm, non-episses, mono-episses et multi-6pisses, qui peuvent etre identifi6es respect ivement en Northern blot 
par trois bandes majeures respectivement de 9.5, 4.3 et 1.8-2 Kb. Gependant, les ARNm du VIH torment une famille 
complexe comprenant plus de 20 ARNm, et seuls des outils tres performants tels que la methode de protection par 
des ribonucieases ou la RT-PGR peuvent permettre de discriminer entre plusieurs ARNm dans une meme classe. Une 

25 difficulte suppiementaire concerne les structures secondaires de fortes stabilites situees dans les ARNm retroviraux 
et qui pourraient compromettre la reaction de synthase de I'ADNc. 

1/ Identification de fragments amplifies 

30 Le typage phenotypique des ARNm de VIH a ete realise h I'aide de primers specif iques des classes decrites 

precedemment, choisis dans des exons s6pares, respectivement 337-335 (tableau 1, figure 1) pour I'ldentificatlon de 
ARNm mono-episses et 338-335 (tableaul , figure 1 ) pour la caracterisation de ARNm multl-episs6s. Gette localisation 
de primers ne permet pas I'amplification d'ADN potentiellement contaminant et d'ARN genomique. La meme analyse 
a ete realisee k la fois pour les essais en une etape (tableau 2, colonnes K8 et K7) et en deux etapes (tableau 2, 

35 colonnes 84 et 74). Les amplimers, primer inverses et sondes oligonucieotidiques specif iques des divers introns et 
exons sont repertories dans le tableau 1 et localises sur la figure 1. Sur la figure 11 est indiquee en face de chaque 
bande son equivalence en jonction d'exons, la nomenclature utilisee etant celle decrlte sur la figure 1. L'analyse en 
southern blot (cf exemple 1) d'ARNm multi-episses amplifies k I'aide des amorces 335-338 a mis en evidence un 
modeie complexe qui peut §tre resolu grSce h des sondes discriminantes (figure 11, colonnes K8 et 84). Les ARNm 

40 mono-6pisses n'ont pas 6te amplifies, comme cela etait attendu, par les primers 335-338, (figure 11 , sonde 345, co- 
lonnes K8 et 84) car le fragment d'acide nucieique est trop long pour etre amplifie dans ces conditions de PGR. L'ARN 
amplifie par les primers 335-338 (figure 11 , colonnes K8 et 84) a produit un moddle complexe comprenant 4 bandes 
qui pourraient etre interpretees comme des ARNm codant pour les proteines Nef, Rev, Tat et Vif ( Schwartz S., et al. 
1990a. J Virol 64 (6):251 9-2529.; Guatelll J.G., et al. 1990. J Virol 64 (9):4093-4098. ; Robert-Guroff M„ et al. 1990. J 

45 Virol 64 (7):3391 -3398. ). La bande inferieure d' environ 231 pb, correspondant aux exons 1 -5-7, codant pour la proteine 
Nef, a ete reveiee par la sonde 344 (exon 5) mais pas par les sondes en amont (343, 455) ni par la sonde intron Env 
(345). La bande immediatement superieure, d' environ 247 pb. reveiee k la fois par les sondes 344 (exon 5) et la sonde 
343 (exon 4B), mais negative avec les sondes 455 (exon 4) et 345 (intron 4), correspond h I'ARNm codant pour Rev 
suivant les jonctions exon 1-4B-7. Les bandes superieures, d'environ 430 k 1295 pb, reveiees par toutes les sondes, 

50 saut celle correspondant h I'intron env (345) peuvent correspondre aux exons 1-4-7 et 1 -2A-7, codant respectivement 
pour les ARNms Tat et Vif. Les bandes suppl6mentaires (*a, *b, *c, *d) sont difficiles k interpreter. Les bandes appeiees 
*a et *b peuvent dtre le resultat de ('utilisation des deux sites accepteurs a4 et a5 (reveies par les sondes 344 et 343. 
mais negatifs avec la sonde 455) et peuvent representer les ARNms 1 -3-4A-6D-7 (422 pb) et 1 -3-4B-6D-7 (436 pb) 
pouvant coder pour un ARNm codant pour une proteine presentant une activite de type Rev, comme dans le cas de 

55 la proteine Tev (Benko D.M., et al. 1990. J Virol 64:2505-2518.). 1^ bande *c d'environ 730 pb est interpretee comme 
un ARNm utilisant les sites accepteurs de Rev (a4 et a5). 

L'analyse en southern blot (cf exemple 1) d'ARN amplifies par les primers 335-337 (figure 11, colonnes K7 et 74), 
a mis en evidence deux bandes pouvant etre interpretees comme des ARNms codant pour les proteines EnvA^pu et 
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Tat (Schwartz S.. et al. 1990b. J Virol 64 {11):5448-5456.). La bande infdrleure d'envlron 530 pb pourrait §tre rARNm 
de EnvNpu, correspondanl aux exons 1 -5E, r6v6l6s ^ la fois par les sondes 345 (exon 4) et 344 (exon 5). mais n6gatifs 
pour les sondes pr6sentes en amont (343 et 455). La bande innm6diatement sup6rieure, d'environ 729 pb, r6v6l6e par 
les sondes 345 (intron 4), 455 (exon 4), 343 (exon 4B) et 344 (exon 5). peut §tre interpr6t6e comnne un ARNm 1-4E 

5 codant pour la protdine Tat. Trols bandes appeldes *e. *f et *g n'ont toujours pas 6X6 expliqudes. La rdactivitd avec les 
sondes 343 et la non-r6activit6 avec la sonde 455 serr^bleraient prouver que les ARNms *e et M utillsent les sites 
accepteurs de Rev. De plus, de nombreuses bandes Inattendues on! 6\6 observdes dans la colonne 74, ^ I'alde des 
sondes 344, 343, 455 (parentheses A, B, C). La distribution typique de ces bandes, suivant le signal des sondes et 
leur repartition, a permis de les identifier comme rdsultant de I'amplification des ARNms multi-6piss6s (cf paragraphe 

10 pr6c6dent, annplification 335-338). Ces bandes peuvent dtre Identifi6es par I'absence de signal avec la sonde intron 
d'Env (345) et par la perte des bandes typiques ressemblant h celies de Nef et Rev. utilisant respectivement les sondes 
343 et 455. En outre, du fait que leur tatlle est d'envlron 20 pb inf^neure d celle obtenue lors de rampllfication des 
ARNm multi-6pissds originaux, ces bandes ne resultant pas de la contamination par le primer 338. Juste en amont de 
la region du primer 338 se trouve la sequence sulvante AAA / AC CCACC TCCCAACCCCGAG faxon s / exon 7) qui 

IS pr6sente des similitudes (soulign6es) avec le primer Env inverse 337 GCA ACCACC ACTCTATTTTGTG. incluant 11 
puissantes interactions potentielles (A-T. G-C) avec un noyau central riche en C et une interaction faible (G-T) ^ ta 
terminaison 3'. Nous pouvons alors nous attendre ^ ce que, sous des conditions non-optimales de la transcription 
inverse, un ADNc soit g6n6r6, et ^ ce que dans la PGR subsequente, ce signal non specifique soit considerablement 
amplifid. Nous avons d'ailleurs observd ce ph6nom&ne lors de I'dtude de diffdrentes conditions de RT-PCR ddcrites 

20 ci-dessous. 

2/ Quality de I'amplification 

La RT-PCR inclut trois 6tapes, successivement I'hybridation du primer Inverse avec ARN. la synthase ADNc et 
25 I'amplification PCR. De nombreux protocoles decrivent ditf6rentes conditions pour chacune de ces trois 6tapes, no- 
tamment les etapes d'hybridatlon et de transcription inverse. Nous avons done test6 differentes fagjons de reallser la 
RT-PCR (tableau 2), comprenant diff6rentes conditions pour I'hybridation du primer inverse (Hybridation, 6tape 1) et 
la synthase de I'ADNc (Reverse transcription, dtape 2), suivies d'une PCR standard (PCR ^tape 3). Les donnSes 
rdpertorides sur le tableau 2 concernent la composition du tampon rdactionnel, le volume d'incubation, le temps et la 
50 temperature de reaction, les concentrations de dNTP, les concentrations et le moment d'introduction des amplimers, 
de la Taq polymerase et de la reverse transcriptase. Les ARNm multi-episses (tableau 2: Reg, figure 12: M) et les 
ARNm mono-episs6s (tableau 2: Env, figure 12 S). amplifies respectivement avec les primers 335-338 et 335-337, ont 
ete analyses par southern blot avec la sonde 344 (figure 12). 

35 2-1/ Hybridation 

Effet de la temperature : 

Durant nos experiences, I'hybridation du primer inverse a montre qu'apr6s 10 minutes de denaturation d'ARN & 
40 65° C, le refroidissement lent ^ 42" C avait un effet nefaste sur le resultat attendu, aussi bien qualitativement que 
quantitativement. La comparaison (figure 12S) des colonnes 71/74, 72/75 et 73/76, pour rampllfication des ARNm 
mono-episses, a mis en evidence une augmentation de signaux inattendus (parenthese A), de poids moieculaire faible 
(voir ci-dessus : identification de fragments amplifies) correspondant ^ une baisse du signal specifique majeur (EnvNpu 
ARNm 1 -5E ^ 530 pb). Une telle baisse du signal specifique peut aussi §tre observee apres amplification d'ARNm 
45 multirepisses (figure 1 2M 81/84, 821 85, 63/86). bien que moins importante et sans apparition de bandes aspecifiques. 
Ceci suggereque le refroidissement lent favorise la formation de structures secondaires stables, interferant avec I'etape 
de RT. Ceci est plus frappant dans le cas des ARNm mono-episses, du fait de la grande stabilite de leur structure 
secondaire, dans la region de fixation de la proteine Rev (Rev Responsive Element: RRE 7325-7531) (Holland S.M., 
et al. 1990. J Virol 64 (12): 5966-5975.) situee dans I'intron Env et decrite comme une structure secondaire tr^s stable. 

so 

2-2/ Transcription inverse 

Influences de la temperature d'hybridatlon, et des concentration dNTPs et MgCI2 

S5 L'efficaclte de la RT-PCR est ameiioree avec I'augmentation de la temperature pour la reaction de RT, comme 

indique par I'augmentation du signal specifique (figure 1 2S : 74 > 75 > 76 et figure 12M : 84 > 85 > 86). Une synthese 
d'ADNc de 45 minutes, suivie d'une elongation k 50'' C, a occasionne des perturbations qualitatives et quantitatives, 
en comparaison avec le chauffage direct d 50** C. Dans le tampon PCRx3, avec de hautes concentrations de MgCI2 
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(4.5 mM) et de dNTPs (750 |iM). la consequence de la tempdrature est molns critique, et nous avons obtenu les 
meilleurs r6sultats ^ une temperature uniforme (figure 1 2S : 78^4-75 et figure 12M : 88/84«85). Cependant, le meilleur 
ratio signal sp^cifique/bruit de fond a 6X6 obtenu avec rexpSrience en une dtape (figure 12M/K7 et figure 12S/K8) 
grSce d des conditions de temperature eievde pour la transcription inverse. 

EXEMPLE 10 : influence de la concentration en MgCiodans le melange r6actionnel sur I'efficience et la sensibilit6 de 

la methode en une etape 

Les conditions experimentales utilisees sont essentiellement identiques ^ celles decrites dans Texemple 1 . L'ARN 
est extrait de cellules H9 infectees par la souche HTLV-IIIB, les cellules infectees representant de 10 % ^ 0.001 % de 
la population traitee. Les amorces d'amplification sont 1082-972 (voir tableau 1 et figure 1). La concentration finale du 
tampon utilise est 1 0 mM Trrs pH 8.3, 50 mM KCI, MgClg variant de 1 .5 mM d 6 mM, 0.01 % gelatine. Les concentrations 
finales sont : amplimers 310 nM, dNTPs 250 nM, Taq polymerase (Perkin Elmer-Cetus) 2,5 U, RT-AMV (Boefiringer- 
Mannheim) 1 0U. Le protocole d'amplification, realise dans un thernrio-cycteur, consiste en une incubation de 1 0 minutes 
a 65**C (denaturation de I'ARN et fiybridation du primer inverse lui-mdme identique 6 I'amplimer 3'), puis 8 minutes ^ 
50'*C (transcription reverse), puis 5 minutes k 95'C (denaturation des hybrides ADN/ARN et inactivation de la trans- 
criptase reverse), puis cons6cutivement. 35 cycles de PGR sont alors r6alis6s, un cycle consistent en 1 minute ^ 95°C 
pour la denaturation de I'ADN. 1 minute S 55'*C pour I'hybridation des amplimers sur les matrices ADN monocatenaires, 
et 1 minute ^ 72''C pour l'6longation des amorces oligonucieotidiques (amplimers) ; le dernier cycle presente de plus 
une extension de 7 minutes de I'etape d'eiongation afin de terminer la synthdse des fragments d'ADN incomplets. Les 
produits de RT-PCR sont ensuite analyses en southern blot. L'analyse en southern blot d'ARNs amplifies par les 
primers 1 082-972 (voir tableau 1 et figure 1 ) met en evidence en autoradiographie la bande de 340 nucleotides attendue 
(figure 13), reveiee avec la sonde 338 (tableau 1, figure 1). La concentration en MgCl2 n'influence de fagon notable ni 
la sensibilite ni I'efficience de la methode. Dans tous les cas, on peut detecter une proportion aussi faible qu'une cellule 
infectee sur 100.000, et le signal gener6 par la methode est correle a la concentration initiale d'ARN-cible. 

EXEMPLE 11 : influence du ratio RT AMV-Taq polymerase dans le melange reactionnel sur I'efficience et la sensibilite 
de la methode en une etape 

Les conditions experimentales utilisees sont essentiellement identiques ^ celles decrites dans I'exemple 1 . L'ARN 
est extrait de cellules H9 infectees par la souche HTLV-IIIB. les cellules infectees representant de 0,001 % ou 0.1 % 
de la population traitee, Les primers d'amplification sont 1082-972 (voir tableau 1 et figure 1). La concentration finale 
du tampon utilise est lOmM Tris pH 8,3, 50 mM KCI, 1 ,5 mM MgCIa, 0,01 % gelatine. Les concentrations finales sont : 
amplimers 310 nM, dNTPs 250 ^iM. Taq polymerase (Perkin Elmer-Cetus) 2.5 U, RT-AMV (Boehringer-Mannheim) 5 
U, 10 U. 15 U ou 20 U. Le protocole d'amplification, realise dans un thermo-cycleur, consiste en une incubation de 10 
minutes ^ 65'C (denaturation de I'ARN et hybridation du primer inverse lui-meme identique ^ Tamplimer 3'), puis 8 
minutes k 50'*C (transcription reverse), puis 5 minutes ^ 95*0 (denaturation des hybrides ADN/ARN et inactivation de 
la transcriptase reverse), puis consecutivement, 35 cycles de PGR sont alors realises, un cycle consistant en 1 minute 
^ 95'C pour la denaturation de I'ADN, 1 minute h 55''G pour I'hybridation des amplimers sur les matrices ADN mono- 
catenaires, et 1 minute k 72**G pour I'eiongation des amorces oligonucieotidiques (amplimers) ; le dernier cycle pre- 
sente de plus une extension de 7 minutes de I'etape d'eiongation afin de terminer la synthase des fragments d'ADN 
incomplets. Les produits de RT-PGR sont ensuite analyses en southern blot. L'analyse en southern blot d'ARNs am- 
plifies par les primers 1082-972 (voir tableau 1 et figure 1) met en evidence en autoradiographie la bande de 340 
nucleotides attendue (figure 1 4). reveiee avec la sonde 338 (tableau 1 , figure 1 ). Les variations du ratio RT AMV-Taq 
polymerase n'influencent de fa9on notable ni la sensibilite ni I'efficience de la methode. Dans tous les cas. il est possible 
de detecter une proportion aussi faible qu'une cellule infectee sur 100.000 et le signal genere par la methode est 
correie k la concentration initiale d'ARN cible. On observe cependant une baisse sensible du signal avec un ratio egal 
kB. 



Revendications 

1. Procede d'amplification d'au moins une sequence specifique d'ARN. contenu ou susceptible d'etre contenu dans 
un echantillon, ledit ARN contenant ou etant susceptible de contenir des structures secondaires, comprenant les 
etapes consistant k : 

obtenir une solution de depart contenant I'ARN dudit echantillon dans un tampon approprie, 
denaturer par chauffage I'ARN contenu dans ladite solution, 
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traiter la solution obtenue. contenant I'ARN d6natur6, avec une premiere amorce oligonucldotidique capable 
de s'hybrider avec ledit ARN au voisinage de rextr^mitd 3' de ladite sequence sp^ciftque. dans des conditions 
permettant I'hybridation de ladite premiere amorce sulvie de la synthase d'un premier brin d'ADN compl^men- 
taire (ADNc) de la sequence d'ARN d amplifier, en presence d'une quantity suffisante d'un systdme enzyma> 

^ tique ayant, dans ledit tampon, une activity de transcriptase reverse. 

dSnaturer t'hdtdroduplex ARN-ADNc fonmd et traiter la solution obtenue avec une seconde amorce oligonu- 
cl6otidique capable de s'hybrider avec une sequence situde au voisinage de rextr6mit6 3' dudit premier brin 
d'ADN compl6mentaire. dans des conditions permettant I'hybridation de ladite seconde amorce suivie de la 
synthase du second brin d'ADNc, en pr6sence d'un second syst6me enzymatique, thermostable, ayant, dans 

10 le m§me tampon, une activity d'ADN polymerase, 

et d soumettre I'ADNc obtenu d des cycles d'amplification en nombre suffisantpour obtenir le degrd d'ampli- 
fication d^sird, 

caract^risd par le fait que ladite solution contient dds le ddpart tous les r^actifs et solvants ndcessaires auxdites 
IS dtapes, que I'ensemble des 6tapes est effectu6 dans un mdme conteneur et sans ajout de reactifs ou de solvants, 

que I'on met en oeuvre ledit chauffage dans des conditions de temperature et de dur6e suffisantes pour effectuer 
ladite d6natu ration et que ledit systdme enzymatique ayant une activity de transcriptase reverse est un systdme 
enzymatique selectionn6 capable de supporter lesdites conditions de temperature et de dur^e. 

20 2. Proc^de selon la revendication 1 , caracterise par le fait que I'on effectue la d^natu ration de I'ARN par chauffage 
k une temperature superieure ou 6gale 6 60"C, en particulier comprise entre 60 et 75**C, et notamment au moins 
egale ^ 65°C. 

3. Procedd selon la revendication 2, caracterise par le fait que Ton effectue ladite denatu ration pendant 1^15 minutes. 

25 

4. Precede selon la revendication 2 ou 3, caracterise par le fait que ladite premiere amorce a une longueur suffisante 
pour pouvoir s'hybrider d I'ARN ^ la temperature de denaturation choisle. 

5. Procede selon Tune quelconque des revendications 2^4. caracterise par le fait que Ton effectue la denaturation 
30 de I'ARN et I'hybridation pendant un temps suffisant pour permettre Thybridation de la premiere amorce, mais non 

superieur ^ une duree predeterminee au-deld de laquelle le systeme enzymatique h activite de transcriptase re- 
verse serait inactive. 

6. Procede selon I'une quelconque des revendications precedentes, caracterise par le fait qu'aprds retape de dena- 
35 turation et d'hybridation, on porte la solution jusqu'^ une temperature predeterminee choisle pour retape de trans- 
cription reverse, ladite temperature etant suffisamment eievee pour permettre le maintien de I'hybridation de la 
premiere amorce dans des conditions suffisamment discriminantes. et etant au moins egale k 45°C. 

7. Procede selon la revendication precedente, caracterise par le fait que ladite temperature predeterminee est au 
40 moins egale h 50*C. 

8. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 ^ 5, caracterise par le talt qu'apres retape de denaturation 
de I'ARN. on refroldit la solution S une temperature suffisamment basse pour permettre I'hybridation de I'amorce 
k une sequence d'ARN non rigoureusement compl6mentaire, pendant un temps suffisamment faible pour eviter 

45 des apparlements non specif iques, puis on rechauffe la solution jusqu'd une temperature predeterminee choisle 

pour retape de transcription reverse et au moins egale k 45^*0. 

9. Procede selon la revendication 8, caracterise par le fait que ladite temperature suffisamment basse est au moins 
egale d 40*0. 

50 

10. Precede selon I'une quelconque des revendications 6^9, caracterise par le fait qu'on laisse agir le systeme ayant 
I'activtte transcriptase reverse k ladite temperature predeterminee pendant un temps permettant d'obtenir un brin 
d'ADNc ayant une longueur suffisante pour contenir au moins la sequence compiementaire de la deuxieme amorce. 

11. Procede selon I'une quelconque des revendications precedentes. caracterise par le fait que i'on effectue retape 
de transcription reverse k une temperature comprise entre 50 et 75°C environ, et en particulier entre 50 et 65°C 

environ. 
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12. Proc6d§ selon Tune quelconque des revendications pr6c§dentes, caract6ris6 par le fait que la dur6e de Tdtape 
de transcription reverse est int6rleure ^ 15 minutes, et en particulier peut verier de 1 6 10 minutes environ. 

13. Proc6d6 selon I'une quelconque des revendications 1^11. caractdrisd par le fait que I'on utilise une transcriptase 
s rdverse non r^putde thermostable. 

14. Proc6d6 selon la revendicatlon pr^6dente. caract6rls6 par le fait que ladite transcriptase reverse est choiste parmi 
celles de virus de la mydloblastose aviaire (RV-AMV) et celles de virus de Maloney de la leuc6mie murine. 

10 15. Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications pr6c§dentes, caract§ris6 par le fait que Ton utilise des quan- 
titds de transcriptase reverse et d'ADN polymerase telles que leur rapport, exprlmd en unites de RT-AMV et de 
Taq polymerase, respectivement. est au molns dgal & 2 et Inf6rleur d 8, et peut varier notamment de 2 d 6, ou que. 
lorsqu'on choisit une transcriptase reverse et/ou une ADN polymerase autres que la RT-AM V et la Taq polymerase, 
respectivement. on utilise ces enzymes en quantites telles que des quantites equivalentes de RT-AMV et de Taq 

IS polymerase, respectivement, solent dans le m6me rapport au moins egal ^ 2 et Inferieur ^ 8. 

16. Precede selon I'une quelconque des revendications pr6c6dentes, caracterlse par le fait que Ton denature I'hete- 
roduplex par chauffage k une temperature suffisante, et en particulier k une temperature, superieure ^ 90^*0, 
pouvant etre supportee, sans Inactivation notable, par I'ADN polymerase. 

20 

17. Procede selon I'une quelconque des revendications precedentes. caracterlse par le fait que Ton effectue I'etape 
d'hybridation de la seconde amorce ^ une temperature permettant Thybridation dans des conditions suffisamment 
discrlminantes. 

25 18. Procede selon I'une quelconque des revendications 1^16, caracterlse par le fait qu'apres I'etape de denaturation 
de rheteroduplex, on refroidit la solution h une temperature suffisamment basse pour permettre I'hybridation de 
la seconde amorce ^ une sequence d'ADN non rigoureusement compiementaire. pendant un temps suffisamment 
faibte pour evlter des appariements non speciflques. puis on rechauffe la solution jusqu'^ une temperature prede- 
terminee choisie pour I'etape de synthase du second brin d'ADNc. 

30 

19. Procede selon Tune quelconque des revendications 17 et 18, caracterlse par le fait que Ton effectue la synthese 
du second brin d'ADNc ^ une temperature suffisamment eievee compatible avec le maintien de I'hybridation de 
la seconde amorce. 

35 20. Procede selon I'une quelconque des revendications precedentes, caract6ris6 par le fait qu'apres la synthase du 
second brin d'ADNc, on soumet I'ADNc double-brin obtenu k un nombre suffisant de cycles d'ampllfication par 
denaturation de I'ADN double-brin, hybridation des amorces sur les brins d'ADN neoformes dont elles sont res- 
pectivement compiementaires. et synthese de produits d'eiongation sous Taction de I'ADN polymerase. 

40 21. Procede selon Tune quelconque des revendications pr6c6dentes. caracterlse par le fait que Ton op6re in situ sur 
coupes de tissus, frottis ou autres preievements deposes ou fixes sur un support. 

22. Procede selon i'une quelconque des revendications precedentes, pour I'amplification d'ARN du virus HIV1 . carac- 
terlse par le fait que la premiere amorce comprend la sequence suivante : 

45 

CCTATCTGTCCCCTCAGCTAC 

23. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, pour I'amplification d'ARN du virus HIV1 , carac- 
50 terise par le fait que la seconde amorce comprend la sequence suivante : 

TCTATCAAAGCAACCCAC 



55 



Claims 

1. Method for the amplification of at least one specific sequence of RNA contained or likely to be contained in a 
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sample, the said RNA containing or likely to contain secondary structures, connprising the steps consisting in: 

obtaining a starting solution containing the RNA of the said sample in a suitable buffer, 
denaturing the RNA contained in the said solution by heating, 
- treating the solution obtained, containing the denatured RNA. with a first oligonucleotide primer capable of 
hybridizing with the said RNA in the vicinity of the 3* end of the said specific sequence, under conditions 
permitting hybridization of the said first primer followed by the synthesis of a first DNA strand complementary 
(cDNA) to the RNA sequence to be amplified, in the presence of a sufficient quantity of an enzyme system 
having reverse transcriptase activity in the said buffer, 

denaturing the RNA-cDNA heteroduplex formed, and treating the solution obtained with a second oligonucle- 
otide primer capable of hybridizing with a sequence situated in the vicinity of the 3' end of the said first com- 
plementary DNA strand, under conditions permitting hybridization of the said second primer followed by the 
synthesis of the second cDNA strand, in the presence of a second, heat-stable enzyme system having DNA 
polymerase activity in the same buffer. 

and in subjecting the cDNA obtained to a sufficient number of amplification cycles to obtain the desired degree 

of amplification, 

characterized in that the said solution contains, right from the start, all the reactants and solvents needed for the 
said steps, in that all the steps are performed in the same container and without addition of reactants or solvents, 
in that the said heating is employed under conditions of temperature and duration which are sufficient to effect the 
said denaturation and in that the said enzyme system having reverse transcriptase activity is a selected enzyme 
system which is capable of withstanding the said conditions of temperature and duration. 

2. Method according to Ciaim 1. characterized in that the denaturation of the RNA is performed by heating to a 
temperature above or equal to 60°C, especially of between 60 and 75°C and in particular equal to at least 65**C. 

3. Method according to Claim 2, characterized in that the said denaturation is performed for 1 to 15 minutes. 

4. Method according to Ciaim 2 or 3, characterized in that the said first primer has a sufficient length to be capable 
of hybridizing with the RNA at the chosen denaturation temperature. 

5. Method according to any one of Claims 2 to 4, characterized in that the denaturation of the RNA and the hybridi- 
zation are performed for a sufficient time to permit hybridization of the first primer, but not longer than a predeter- 
mined period beyond which the enzyme system having reverse transcriptase activity would be inactivated. 

6. Method according to any one of the preceding claims, characterized in that, after the denaturation and hybridization 
step, the solution is brought to a predetermined temperature chosen for the reverse transcription step, the said 
temperature being sufficiently high to permit maintenance of the hybridization of the first primer under sufficiently 
discriminating conditions, and being at least equal to 45**C. 

7. Method according to the preceding ciaim, characterized in that the said predetermined temperature is equal to at 
least 50'»C. 

8. Method according to any one of Claims 1 to 5, characterized in that, after the RNA denaturation step, the solution 
is cooled to a sufficiently low temperature to permit hybridization of the primer to an RNA sequence which is not 
absolutely complementary, for a sufficiently short time to prevent non-specific pairings, and the solution is then 
heated to a predetermined temperature chosen for the reverse transcription step and at least equal to 45® C. 

9. Method according to Claim 8. characterized in that the said sufficiently low temperature is equal to at least 40'' C. 

10. Method according to any one of Claims 6 to 9, characterized in that the system having reverse transcriptase activity 
is allowed to act at the said predetermined temperature for a time which makes it possible to obtain a cDNA strand 
having a sufficient length to contain at least the sequence complementary to the second primer. 

11. Method according to any one of the preceding claims, characterized in that the reverse transcription step is per- 
formed at a temperature of between 50 and 75''C approximately, and especially between 50 and 65'*C approxi- 
mately. 
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12. Method according to any one of the preceding clainns, characterized in that the duration of the reverse transcription 
step is less than 15 minutes and. in particular, can vary fronn 1 to 10 minutes approximately. 

1 3. Method according to any one of Claims 1 to 11 . characterized in that a reverse transcriptase which is not renowned 
for its heat stability is used. 

14. Method according to the preceding claim, characterized in that the said reverse transcriptase is chosen from those 
of the avian myeloblastosis virus (RT-AMV) and those of the Moloney murine leukaemia virus. 

15. Method according to any one of the preceding claims, characterized in that quantities of reverse transcriptase and 
of DNA polymerase are used such that their ratio, expressed in RT-AMV and Taq polymerase units, respectively, 
is equal to at least 2. and less than 8. and can vary, in particular from 2 to 6, or in that, when a reverse transcriptase 
and/or a DNA polymerase other than RT-AMV and Taq polymerase, respectively, is/are chosen, these enzymes 
are used in quantities such that equivalent quantities of RT-AMV and of Taq polymerase, respectively, are in the 
same ratio equal to at least 2 and less than 8. 

16. Method according to any one of the preceding claims, characterized In that the heteroduplex is denatured by 
heating to a sufficient temperature, and especially to a temperature, above 90"C, capable of being withstood by 
the DNA polymerase without appreciable inactivation. 

17. Method according to any one of the preceding claims, characterized in that the step of hybridization of the second 
primer is performed at a temperature permitting hybridization under sufficiently discriminating conditions. 

18. Method according to any one of Claims 1 to 16, characterized in that, after the step of denaturation of the heter- 
oduplex, the solution Is cooled to a sufficiently low temperature to permit hybridization of the second primer to a 
DNA sequence which is not absolutely complementary, for a sufficiently short time to prevent non-specific pairings, 
and the solution is then heated to a predetermined temperature chosen for the step of synthesis of the second 
cDNA strand. 

19. Method according to either of Claims 17 and 18, characterized in that the synthesis of the second cDNA strand is 
performed at a sufficiently high temperature compatible with maintenance of the hybridization of the second primer 

20. Method according to any one of the preceding claims, characterized in that, after the synthesis of the second cDN A 
strand, the double-stranded cDNA obtained is subjected to a sufficient number of cycles of amplification by dena- 
turation of the double-stranded DNA, hybridization of the primers with the newly formed DNA strands to which they 
are respectively complementary and synthesis of elongation products under the action of the DNA polymerase. 

21. Method according to any one of the preceding claims, characterized in that the procedure is carried out in situ on 
tissue sections, smears or other samples deposited on or attached to a support. 

22. Method according to any one of the preceding claims, for the amplification of HIV-1 virus RNA, characterized in 
that the first primer comprises the following sequence: 

CCTATCTGTCCCCTCAGCTAC . 

23. Method according to any one of the preceding claims, for the amplification of HIV-1 virus RNA, characterized in 
that the second primer comprises the following sequence: 

TCTATCAAAGCAACCCAC 



Patentanspruche 

1. Verfahren zur Ampllfikation mindestens einer spezlflschen RNS-Sequenz, die eine Sonde enthalt Oder diese ent- 
halten kann, wobeidie RNS Sekundarstrukturen aufweist Oder diese aufweisen kann. welches die folgenden Schrit- 
te umfa8t: 
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Erhalten einer Stammlosung, die die RNS der Sonde in einem geeigneten Putfer enthalt. 
Denaturieren der in dieser Losung enthaltenen RNS mittels Erhitzen. 

Behandein der erhaltenen Losung. die die denaturierte RNS entlialt, mit einem ersten Oligonukieotidprimer. 
der mit der besagten RNS in der Nahe des 3'-Endes der besagten speziHschen Sequenz hybridisieren kann, 
und zwar unter Bedingungen, welche die Hybridisierung des ersten Primers gefolgt von der Synthese eines 
ersten komplementaren DNS-Strangs (cDNS) und Amplifizieren der Sequenz der RNS in Anwesenheit einer 
ausreichenden Mange eines Enzymsystems mit Reversetranskriptase-Aktivitat in dem Puffer, 

Denaturieren der gebildeten RNS-cDNS-Heteroduptex und Behandein der erhaltenen Losung mit einem zwei- 
ten Oligonukleotidprimer, der mit einer Sequenz in der Nahe des 3'-Endes des ersten komplementaren DNS- 
Strangs hybridisieren kann, und zwar unter Bedingungen. die die Hybridisierung des zweiten Primers gestat- 
ten. gefolgt von der Synthese eines zweiten cDNS-Strangs in Anwesenheit eines zweiten. thermostabilen 
Enzymsystems mit DNS-Polymerase-Aktivitat im selben Puffer, und 

Unterwerfen der erhaltenen cDNS unter Amplifikationszyklen in ausreichender Anzahl zum Erhalt des ge- 
wunschten Amplifikationsgrades, 

dadurch gekennzeichnet, daB die besagte Losung von Anfang an alle fur die besagten Schritte notwendigen 
Reagentien und Losungsmittel enthalt, da3 die Schrittsequenz in ein und demselben Behaltnis und ohne Zugabe 
von Reagentien oder Losungsmitteln bewirkt wird, da3 das Erwarmen unter Temperaturbedingungen und fOr aus- 
reichende Zeit zum Erzielen der Denaturierung erfolgt, und daB das Enzymsystem mit Reversetranskriptase-Ak- 
tivitat ein Enzymsystem ist. das ausgewahit ist nach seiner Fahigkeit, die besagten Temperaturbedingungen und 
Zeiten auszuhalten. 

Verfahren gemaB Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, daB man die Denaturierung der RNS durch Aufhetzen 
auf eine Temperatur oberhalb oder gleteh 60 *C, insbesondere zwischen 60 "^C und 75 **C und noch spezieller 
glek:h 65 ''C, bewirkt. 

Verfahren gemaB Anspruch 2. dadurch gekennzeichnet, daB man die Denaturierung in einer Zeitspanne von 1 bis 

15 Minuten bewirkt. 

Verfahren gemaB Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daB der besagte erste Primer zum Hybridisieren 
mit der RNS bei der gewahlten Denaturierungsteperatur ausreichende Lange aufweist. 

Verfahren gemaB einem der Anspruche 2 bis 4. dadurch gekennzeichnet. daB man die Denaturierung der RNS 
und die Hybridisierung Ober eine zum Hybridisieren des ersten Primers ausreichende Zeit, aber nicht uber eine 
bestimmte Zeit htnaus, bewirkt.nach der das Enzymsystem mit Reversetranskriptase-Aktivitat inaktiviert wird. 

Verfahren gemaB einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB man nach dem Schritt der 
Denaturierung und Hybridisierung die Losung auf eine vorbestimmte, fur den Schritt der reversen Transkription 
gewahlte Temperatur bringt, wobei die Temperatur ausreichend hoch ist, um die Hybridisierung des ersten Primers 
unter ausreichend unterschiedlichen Bedingungen auf recht erhalten zu konnen, und wobei die Temperatur minde- 
stens 45 betragt. 

Verfahren gemaB dem vorstehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet. daB die vorbestimmte Temperatur min- 
destens 50 betragt. 

Verfahren gemaB einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet. daB man nach dem Denaturieren der 
RNS die Losung auf eine ausreichend tiefe Temperatur kuhit, um die Hybridisierung des Primers an eine nicht 
strikt komplementare RNS-Sequenz zu gestatten, fur eine zum Erzielen unspezifischer Paarungen ausreichend 
fdrderliche Zeit auf dieser Temperatur halt und anschlieBend die Losung auf eine vorbestimmte Temperatur, die 
fur den Schritt der reversen Transkriptions gewahit wurde und die mindestens 45 '^C betragt, erwarmt. 

Verfahren gemaB Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB die ausreichend tiefe Temperatur mindestens 40 
betragt. 
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10. Verfahren gemaO einem der AnsprOche 6 bis 9, dadurch gekennzeichnet. da3 man das System mit Reversetran- 
skriptase-Aktivitat bei der vorbestimmten Temperatur fOr eine Zeit reagieren laQt, die den Erhalt eines cDNS- 
Strangs mit ausreichender Lange gestattet» so daB dieser mindestens eine dem zweiten Primer komptementare 
Sequenz enthalten kann. 

5 

11. Verfahren gemaR einem der vorstehenden AnsprOche, dadurch gekennzeichnet. daB man den Schrltt der reversen 
Transkription bei einer Temperatur zwischen etwa 50 "*C und 75 und insbesondere zwischen etwa 50 °C und 
65 "C bewirkt. 

10 12. Verfahren gemaB einem der vorstehenden AnsprOche, dadurch gekennzeichnet, daB die Dauer des Transkripti- 
onsschritts unter 15 Minuten liegt und insbesondere zwischen etwa 1 und 10 Minuten schwanken kann. 

13. Verfahren gemaB einem der AnsprOche 1 bis 11. dadurch gekennzeichnet, daB man eine nicht als thermostabil 
betrachtete Reversetranskriptase verwendet. 

IS 

14. Verfahren gemaB dem vorstehenden Anspruch, dadurch gekennzeichnet, daB die besagte Reversetranskriptase 
unter denjenigen des Vogel-Myeloblastose- Virus (RT-AMV = RT-aviaire mySloblastose virus) und denjenigen des 

. Maloney-Leukamievlrus der Maus ausgewahit ist. 

20 15. Verfahren gemaB einem der vorstehenden AnsprOche, dadurch gekennzeichnet. daB man Mengen an Reverse- 
transkriptase und DNS-Polymerase in einem Verhallnis, ausgedrOckt in RT-AMV-Einheiten bzw. Einheiten der Taq- 
Polymerase von mindestens gleich 2 und unter 8, das insbesondere zwischen 2 und 6 schwanken kann, einsetzt, 
und daB man dann, wenn eine andere Reversetranskriptase und/oder DNS-Polymerase als die AMV-Reverse- 
transkriptase bzw. Taq- Polymerase gewahit wird, diese Enzyme in Mengen verwendet werden, die den Mengen 

25 an AMV-Reversetranskriptase und Taq- Polymerase equivalent sind, damit sie in demselben Verhaltnis von min- 

destens gleich 2 und unter 8 liegen. 

16. Verfahren gemaB einem der vorstehenden AnsprOche, dadurch gekennzeichnet, daB man die Heteroduplex durch 
Aufheizen auf ausreichende Temperatur denaturiert und insbesondere auf eine Temperatur Ober 90 ''C, welche 

30 die DNS-Polymerase ohne merkliche Inaktivierung aushalt. 

17. Verfahren gemaB einem der vorstehenden AnsprOche. dadurch gekennzeichnet, daB man den Hybridlsierungs- 
schritt des zweiten Primers bei einer Temperatur bewirkt, die die Hybridisierung unter ausreichend unterschiedli- 
chen Bedingungen gestattet. 

35 

18. Verfahren gemaB einem der AnsprOche 1 bis 16, dadurch gekennzeichnet, daB man nach dem Schritt der Dena- 
turierung der Heteroduplex die Losung auf ausreichend tiefe Temperatur abkOhlt. um die Hybridisierung des zwei- 
ten Primers mit einer nicht strikt komplementaren DNS-Sequenz zu gestatten, bei zum Bewirken unspezifischer 
Paarungen ausreichend forderlicher Temperatur halt und anschlieBend die Losung auf eine vorbestimmte Tem- 

40 peratur erwarmt. die f Or den Syntheseschritt des zweiten cDNS-Strangs gewahit wurde. 

19. Verfahren gemaB einem der AnsprOche 17 und 18, dadurch gekennzeichnet, daB man die Synthese des zweiten 
cDNS-Strangs bei ausreichend hoher Temperatur bewirkt, die mit dem Beibehalten der Hybridisierung des zweiten 
Primers kompatibel ist. 

45 

20. Verfahren gemaB einem der vorstehenden AnsprOche, dadurch gekennzeichnet, daB man nach der Synthese des 
zweiten cDNS-Strangs den erhaltenen cDNS-Doppelstrang einer ausreichenden Zahl von Ampliflkationszyklen 
unterwirft, indem man den DNS-Doppelstrang denaturiert, die Primer mit den neu gebildeten DNS-Strangen hy- 
bridisiert, denen sie jeweils komplementar sind, und die Elongationsprodukte durch die DNS-Polymerase-Aktivitat 

so synthetisiert. 

21. Verfahren gemaB einem der vorstehenden AnsprOche, dadurch gekennzeichnet, daB man in situ auf Abschnitten 
von Gewebe. Abrteben oder anderen Proben, die auf einem Trager abgeschieden Oder befestigt sind. arbeitet. 

55 22. Verfahren gemaB einem der vorstehenden AnsprOche zur Ampllfikation von RNS eines HI V1 -Virus, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB der erste Primer die folgende Sequenz aufweist: 



22 
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CCTATCTGTCCCCTCAGCTAC 

5 

23. Verfahren gemaB einem der vorstehenden Anspruche zur Amplifikation der RNS des HI V1 -Virus, dadurch gekenn- 
zeichnet, da3 der zweite Prinner die folgende Sequenz aufweist: 

TCTATCAAAGCAACCCAC 



IS 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 
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FIGURE 2 
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FIGURE 5 



FIGURE 6 
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FIGURE 8 
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FIGURE 12 
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FIGURE 14 
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